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CMV-ONA-Strukturen, Expressionsvektor dafUr, CMV-Proteinstrukturen und deren Verwendung • 

Das Cytomegalievirus (CMV)^"^ ist ein humanpathogenes Virus, das sehr wait verbreitet ist. aber im 
allgemeinen nur harmlose Krankheitserscheinungen verursacht In Mitteleuropa haben etwa 50 % der 18-bis 
30-jahrigen eine CMV-lnfektion durchgemacht und sind daher seropositiv. CMV kann latent in Zellen weiter 
(lebenslang?) vorhanden sein und unter Umstanden reaktiviert werden. In Landem mit weniger hygieni- 
5 schen Verhaltnissen sind bis 2u 100 % seropositive. Wesentliche pathogens Effekte hat eine Infektion dann. 
wenn das Immunsystem des Betroffenen nicht vol! funktionsfahig ist. Pra-und perinatale Infektionen konnen 
zu schweren Infektionen fuhren und Himschaden unterschiedlichen AusnnaiSes verursachen^^-^. CMV wird 
fur einen relativ groflen Anteil der fruhkindlichen geistigen Behinderungen verantwortlich gemacht Bei 
Erwachsenen {und grofleren Kindern) sind vor allem immunsupprimierte Patienten be troffen 
70 (Organtransplantation. Krebstherapie. evtl. Aids)^. CMV Infektion sind in solchen Fallen relativ oft lethal. 

Es gibt bisher keine Therapie und keine Innpfung. Vorbeugend kann z.B. bei Organtransplantationen 
passive Immunisierung mit Hyperimmunserum durchgefuhrt werden. Um Infektionen in seronegativen 
Ennpfangern zu vermeiden, ist die Verwendung von seronegativen Blutspenden wichtig^-^. 

Um den Immunstatus insbesondere von Transplantationspatienten, Schwangeren und Blutspendern zu 
15 kennen, ist gegebenenfalls eine geelgnete schnelle Diagnostik notwendig. Bn besseres Verstandis der 
antigenen Struktur des CMV und der CMV-infizierten Zellen wird voraussichtlich auch zur Entwicklung eines 
ungefahrlichen CMV'Impfstoffes fuhren konnen; man vergleiche die Diskussion bei Herpes^ 
Es gibt prinzipieli zwei Methoden der CMV-Diagnostik^-^'*^^. 
1 ) Virus-Nachweis 
20 2) Nachweis von Antikorpern gegen CMV 

Zu 1) gibt es mindestens drei Varianten. Dazu zahit Kultivierung des CMV. Hybridisierung mit DNA- 
Proben und Nachweis mit (monoklonalen) Antikorpern. Als Ergebnis erhalt man Auskunft Ober das 
Vorliegen einer aktuellen CMV-lnfektion. Kultivierung ist sensitiv. aber aufwendig und langwierig, da 
Zellkulturen notwendig sind und CMV nur auf humanen primaren Zellen wachst. Die anderen Methoden 
25 sind in einem eher experimentellen Stadium. 

Zu 2) gibt es eine Vielzahl von technischen Varianten. die sich in Sensitivitat und Leichtigkeit der 
Handhabung wesentlich unterscheiden. Das Prinzip ist jedoch immer gleich: Im Serum von Patienten 
werden Antikorper nachgewiesen. die vorgefertigte markierte (markierbare) CMV-Antigene binden. Man 
erhalt Auskunft uber den Immunstatus des Patienten. Eine Differenzierung des Antikorpertyps (IgG/IgM) und 
30 Verfoigung des zeitlichen Verlaufs eriaubt u.a. Aussagen uber Neuinfektionen. 

Diese Tests sind zum Teil relativ weit entwickelt und standardisiert Die Schwierigkeit liegt in der 
aufwendigen und wohi nicht immer reproduzierbaren Herstellung des CMV-Antigens (gereinigte Viren Oder 
(meist) Extrakte aus infrzierten Zellen). Dazu mui3 wieder CMV in Zellkultur kulliviert werden. 

Die Verwendung von reproduzierbaren und billig in E. coli hergesteliten CMV-Antigenen wird hier eine 
35 wesentliche Verbesserung bringen. 

Aufgabe der Erfindung ist es, aus CMV gewinnbare DNA-Strukturen. Expressionsvektoren mit diesen 
DNA-Strukturen. von diesen DNA-Strukturen kodierte Proteinstrukturen und die Verwendung dieser Protein- 
strukturen zum Nachweis von menschlichen Antikorpern gegen CMV-Proteine Oder CMV vorzusehen. Es ist 
erwunscht, antigene Determinanten von CMV in E. coli zu produzieren. damit diese antigenen Determina- 
40 nten von Anti-CMV-Antikorpem der Patienten erkannt werden. so dai3 das aus infizierten Zellen gewonnene 
Antigen fur diagnostische Zwecke ersetzt werden kann. Die Produktion sollte billiger und reproduzierbarer 
sein. Damit ergabe sich eine Erweiterung und Verbesserung der diagnostischen Moglichkeiten. Zur 
genannten Aufgabe gehort es auch. aus Klonen gewonnene Fusionsproteine direkt (allein Oder in Kombina- 
tion) Oder modifizierte (beispielsweise durch Protease abgespaltene) Peptide als Antigene einzusetzen. 
45 Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe wird durch die Gegenstande der Anspruche gelost. 
Nachstehend wird die Erfindung naher eriautert. 



Experimenteller Teil 

Die Klonierung von offenen Leserahmen (ORF = open reading frame), das heifit Genabschnitten. die 
potentiell fur ein Protein kodieren konnten. ist eine sehr effektive Genisolierungsmethode, wenn ein 
immunologischer Nachweis des Peptids moglich ist. Es ist iiblich. ORFs als Fusionsproteine zu exprimie- 
ren, 

Regulationssignale fur Transcription und Translation stammen von Genen aus E. coli oder E.-coli- 
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Bakteriophagen. Der ORF wird z.B. derart mit einem E.-coli-Gen (meist )3-Galaktosidasegeft) gekoppell, dafi 
das Produkt ein Fusionsprotein darstellt. Das erhdht die Expression .und die Stabilitat des Peptids. Die 
Methods ist zum Nachweis sowohl von cDNA-Bereichen als auch von Exons genonnischer DNA verwendbar. 
ORF-Klonierungsvektoren gibt es sowohl als Derivate von lambda-Phagen (lambda gt 1 1 )®'' als auch auf 

5 der Basis von verschiedenen Piasmiden®*^. Es lassen sich verschiedene Klonierungsstellen und Promotoren 
(lac, tac» Pi) verwenden. Die Fusion kann entweder am N-Terminus Oder am Carboxy-Terminus der fi- 
Gaiaktosidase erfolgen®-^. Bei Anbau am C-Terminus ist die statistische Wahrscheinlichkeit fur richtige 
Orientierung und richtigen Leserahmen der Sequenz 1/6. Bei Inserion am N-Terminus betragt sie 1/18. 
jedoch ist dann die Aktivitat der i3-GaIaktosidase in der Regel erhalten, so dafi das Fusionsprotein gleich mit 

TO einem enzymatischen Marker versehen ist*. 

Der immunologische Nachweis spezifischer Peptidsequenzen erfolgt nach Obertragung der Fusionspro- 
teine produzierenden E.-coli-Kolonien auf Nitrocellulosefilter. Nach Lysis der Zellen binden die Proteine an 
das Rlter^3^ Inkubation mit spezifischem Antiserum und Nachweis der spezlfischen Bindung mit z.B. zweiten 
markierten Antikorpern eriaubt die Identifizierung der positiven Kolonie, die dazu von der " Master "-Ratte 

75 gepickt werden kann^^-^^. 



1) Klonierung von antigenen Determinanten von CMV 
20 a) Vektoren 

Fur die erfindungsgemaiSen Arbeiten wurden als ORF-Expressionsvektoren pEX-Vektoren benutzt. und 
zwar (1) pEX29 und (2) eine Variante von pEX1 (pEXStu). Fur pEXStu wurde ein synthetischer DNA-Unker 
eingebaut, der vor der Stul-Schnittstelle Sequenzen fur ein Peptid enthart. das von einer Protease (Faktor 

25 Xa) spezifisch geschnitten werden kann. Diese Konstruktion macht es moglich. die CMV-Peptide mit der 
spezifischen Protease (Faktor Xa) vom Rest des Fusionsproteins abzuspaiten^*^. Die glatte Stul-Schnittstelle 
dient zum Einbau der !nsert-CMV-DNA. 

pEX-Vektoren benutzen den PL-Promotor zur Expression des Fusionsproteins. Dieser wird durch den 
lambda-Repressor (cl) eines koexistierenden Plasmids kontrolliert. Durch Verwendung eines temperatursen- 

30 sitiven Repressors (cl ts) kann die Expression durch Temperaturerhohung eingeschaltet werden^. Erfin- 
dungsgemafl wurden E.-coli-Stamme (5K. DH1) benutzt. die diesen Repressor auf dem Plasmid pRK248clts 
857 enthaiten, Es wurden zwei ORF-Genbanken hergestellt. die eine mit pEX2 mit der "tailing "-Methode 
(mit PstI geschnittener Vektor mit Oligo-dG-Schwanzen). die andere durch Klonierung von Blunt-end- 
Fragmenten in die Stul-Stelle von pEXStu. 

35 

b) Insert DNA 

Als Insert-DNA fur die CMV-ORF-Genbanken wurde klonierte DNA benutzt. und zwar Klone der 
40 Cosmidbank von CMV Ad169'«. die das gesamte CMV-Genom abdecken. Durch Behandlung mit DN/^el in 
Gegenwart von Mn2+ wurden die DNA fragmentiert und Fragmente von ca. 300 bis 600 bp isoliert. Fur die 
erste Genbank wurden Oligo-C-Schwanze mit terminaler Transferase angehangt. Diese Fragmente wurden 
an die komplementaren Oligo-G-Schwanze des pEX2-Vektors hybridisiert. Fur die Blunt-end-Klonierung in 
der Stul-Schnittstelle von pEXStu wurden die Fragmente mit T4-Polymerase aufgefUllt. 

45 

c) Genbanken 

Genbank 1: pEX2-CMV. kloniert nach der Oligo-G/C-Methode. Es wurden 34 000 unabhangige Kolonien 
50 isoliert. Ca. 50 % hatten groflere Inserts (ca. 300 bp). 

Genbank 2: pEXStu-CMV. Blunt-end-Klonierung in der Stul-Stelle. Von 3.2 x 10^ unabhangigen Kolonien 
hatten wiederum 50 % Inserts von ca. 300 bp. 

Als Wirtsstamme wurde E. coli 5K (pRK248clts) bzw. DHl (pRK248cits) venvendet. Die Kolonien 
wurden resuspendiert und bei - 70 °C eingefroren. 
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d) Immunscreening — - 

E.-coli-Klone wurden auf Nitrozellulosefilter ubertragen und die Produktion des Fusionsproteins indu- 
ziert Nach Lyse der Zellen wurden unspezifische Bindungsstellen abgesattigt (Biorad-Methode)'^ und mit 
einenn anti-CMV-Serum (Polyscience) inkubiert. Spezifische Bindung der Antikorper wurde mit Schwein/anti- 
Ziege-lg-Serum nachgewiesen. Farbung erfolgte mit Chloronaphtol/H202. 



e) Immunologische Charakterisierung 

Beim Screening positive Kolonien wurden weiter untersucht. Die Proteine wurden extrahiert und in 
einem SDS-Polyacrylamidge! aufgetrennt. Die Antigenitat des Fusionsproteins wurde nach Ubertragung auf 
Nitrocellulosefilter (Westernblot)^* untersucht. Es wurden Ziege-anti-CMV-Serum (Polysciene), human-anti- 
CMV-Serum (gemischtes Hyperimmunserum von Biotest). Kaninchen-anti-CMV-Serum (Fleckenstein. Erlan- 
gen) und Kontrollseren getestet. Bei einigen Klonen ergab sich eine Starke positive Reaktion mit Human- 
Serum, auch die meisten individuellen CMV-positiven Seren reagierten. 



f) Sequenzierung 

Die Sequenzen und der Leserahmen der positiven Kione wurden bestimmt. Die Kione der Genbank 1 
wurde nach der Maxam-Gilbert-Methode sequenziert. Kione der Ganbank 2 mit der Dideoxy-Methode im 
M13. Die ermittelten Sequenzen sind den Anspruche 1 bis 4 zu entnehmen. 
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Anspruche 

1. Aus Cytomegalie-Virus (CMV) gewinnbare DNA-Struktur der folgenden Basensequenz (CMV-1; wobei 
zusatzlich die dazu korrespondierende Aminosauresequenz angegeben ist): 
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GlnGlnGlnArgHisAlaAlaPheSerLeuValSerProGlnValThrLysAlaSerPro 
CAACAACAGCGTCACGCGGCTTTGAGTCTCGTCTCCCCGCAGGTGACCAAGGCCAGCCCG 
GTTGTTGTCGCAGTGCGCCGAAAGTCAGAGCAGAGGGGCGTCCACTGGTTCCGGTCGGGC 

GlyArgValArgArgAspSerAlaTrpAspValArgProLeuThrGluThrArgGlyAsp 
GGAAGGGTCCGTCGGGACAGCGCGTGGGACGTGAGGCCGCTCACGGAGACCAGAGGGGAT 
CCTTCCCAGGCAGCCCTGTCGCGCACCCTGCACTCCGGCGAGTGCCTCTGGTCTCCCCTA 

LeuPheSerGlyAspGluAspSerAspSerSerAspGlyTyrProProAsnArg 
CrTTTCTCGGGCGACGAGGATTCCGACAGCTCGGATGGCTATCCCCCCAACCGT 
GAAAAGAGCCCGCTGCTCCTAAGGCTGTCGAGCCTACCGATAGGGGGGTTGGCA 

2. Aus Cytomegalie-Virus (CMV) gewinnbare DNA-Struktur der folgenden Basensequenz {GMV-2; wobei 
zusatzlich die dazu korrespondierende Aminosauresequenz angegeben ist): 

AlaProGluArgCysSerGlySerleuSerValSerThrLeuLeuArgGlnHisProSer 
GCCCCTGAAAGATGCTCTGGGTCGCCAAGTGTCTCTACGCTCCTACGACAACATCCCTCC 
CGGGGACTTTCTACGAGACCCAGCGGTTCACAGAGATGCGAGGATGCTGTTGTAGGGAGG 

AspPheLeuLeuGlyArgGlyGluAspAspAspAspGlyGluAspAspValThrArgSer 
GACTTCCTCCTCGGACGAGGGGAGGACGATGACGACGGGGAGGATGACGTAACGAGGAGC 
CTGAAGGAGGAGCCTGCTCCCCTCCTGCTACTGCTGCCCCTCCTACTGCATTGCTCCTCG 

3. Aus Cytomegalie-Virus (GMV) gewinnbare DNA-Struktur der folgenden Basensequenz (CMV-13; 
wobei zusatzlich die dazu korrespondierende Aminosauresequenz angegeben ist): 

LeuThrPrpThrProValAsnProSerThrAlaProAlaProAlaProThrProThrPhe 
CTCACGCCGACGCCTGTCAATCCTTCCACGGCCCCCGCTCCGGCCCCGACACCTACCTTC 
GAGTGCGGCTGCGGACAGTTAGGAAGGTGCCGGGGGCGAGGCCGGGGCTGTGGATGGAAG 

AlaGlyThrGlnThrProValAsnGlyAsnSerProTrpAlaProThrAlaProLeuPro 
GCGGGTACCCAAACCCCGGTCAACGGTAACTCGCCCTGGGCTCCGACGGCGCCGTTGCCC 
CGCCCATGGGTTTGGGGCCAGTTGCCATTGAGCGGGACCCGAGGCTGCCGCGGCAACGGG 

GlyAspMetAsnProAlaAsnTrpProArgGluArgAlaTrpAlaLeuLysAsnProHis 
GGGGATATGAACCCCGCCAACTGGCCGCGCGAACGCGCGTGGGCCCTCAAGAATCCTCAC 
CCCCTATACTTGGGGCGGTTGACCGGCGCGCTTGCGCGCACCCGGGAGTTCTTAGGAGTG 

LeuAlaTyrAsnProPheArgMetProThr 
CTGGCTTACAATCCCTTCAGGATGCCTACG 
GACCGAATGTTAGGGAAGTCCTACGGATGC 

4. Aus Cytonnegalie-Virus (CMV) gewinnbare DNA-Struktur der folgenden Basensequenz (CMV-21; 
wobei zusatzlich die dazu korrespondierende Aminosauresequenz angegeben ist): 

AspGlvKSluAspOlirSerlleayrlfiuSerPro 

AlaLysArgLsuProArgProAspO^ 

GCTAAGOGACTCCOGCGGCCOGAC^ 

CXSATiaSCIGAOGGQGCaS^^ 

ArgProProOhrProGlyAsp 

OG?rcCACCCACXXXXX3GGGATCC 

GCAGGTCGGTCGGGGCCCCI3^ 
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5. Aus Cytomegalie-Virus (CMV) gewinnbare DNA-Struktur der folgenden Basensequenz (CMV-38; 
wobei zusatzlich die dazu korrespondierenden Aminosauresequenzen aller 3 Leserahmen angegeben sind): 

leuArgArgGlyllirPixsGlyG^ 
ArgIVi5^ValValHisl£uValSerArgAi^ 

GcaA3x;cTCCA<xan^^ 

GlyHisZ^snI^sArgftrg***GlyIysEr^^ 
AspOSirTluAsnAlaGlylysGl^^ 
ThrGlrKSlrfllirProValS^^ 

CTGI UllUlTi Ga^GCCgmX^ 

Thr***ValSerGliiAlaGlyAcgM.ai^Pr^ 
LexiGlxjPhieKtroArgGliAlaGlv^^ sVal 

iBuSerHieProGlyi^ProSerBirZ^aGlyHi^ 
CTIGZ^GmOiXS^GGCAGG 
GAACTCAAAGGGiaDGTCXSS^^ 

Gln***At:gArgTrpLysfIipA2?gAlaAr^^ 
AsiiSerAspGlyGlySerGlyGlitti^lyGlyRieGlriSer^ 

IleAlallirValGluValMaGlyTairAlaGly^ 
AMIAGaSACGGKGi^AG^^ 
TTAia^CTGCCACX^^^ 

Hxr 
Arg 

OGA 

GCT v/obei ein Stopcodon bedeutet, 

6. Aus Cytomegalie-Virus (CMV) gewinnbare DNA-Struktur der folgenden Basensequenz (CMV-65; 
wobei zusatzlich die dazu korrespondierende Aminosauresequenz angegeben ist): 



HisAspGluGlyMaMaGli^lyAspAspAspVal^n:^^ 
GGCAOGAOGAGGGTCCXDGOCCAGGGaSAO^ 

AspGluGlTiLeuValThrlliE^ 
AOSAAGAACraSTAACCACC^^ 
TCCITCTIX3Z\GCATIX3GTCGC^^ 

AlaGlyAlaSerThrSerAlaGlyi^LysArgL^^ 
CXSGGOGCCTCCACTlXXDGCGa 
GOCOGOGGAGGTCAAGGCGCCXDGGOGa^^ 

TlrrSerGlyValMetTlhrai^ 
CX3im3Ga5IT2^IGACACGC^ 
GCAGCCOGCAZffiACr^^ 

AspGZhrAspGlviAspSerAspAsriGlu 
ACACCXSAOGAGGZOTXXXSACAAO]^^ 
TGTCGCTCCTCX32AAGGCIGI^^ 
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7. Aus Cytomegalie-virus (CMV) gewinnbare DNA-Struktur der folgenden Basensequenz (CMV-71; 
wobei zusatzlich die dazu korrespondierende AminosSuresequenz angegeben ist): 

lHuArg?aaGlyl£iLL£uPrtAr^^ 
GAOGOGOGGOCaGAGAAlGG^^ 

EroGlnSerPtx^lylHuProPnDOai^ 
COSCAGTCCOCCGGAIITAC^ 

QGOGTCaGGGGGOCTAaTGG?IG^ ^ 

GluAspAspI^uSerSerOiirPrcy^ 
GAAGAIGACCTXirOC^^ 

FheGliiGluAlaSerGlyAspGluAspSeaAspaSir^ 
^^^^^^^^^'^'^^^^^ 

Ilel^ifflicGlyGliiArgArgArgSerGlyAsnA^ 

SerTrpHisValTfceMaSerlfiiaAspA^ 

TCXZDGGOVOGTCTITGCXS^^ 
AGCACaSTCO^GAAAO^^ 

8. DNA-Struktur. deren Einzelstrange mit denen einer DNA-Struktur gemafl einem der vorhergehenden 
Anspruche hybridisierbar sind. vorzugsweise bei einer Tempeatur von mindestens 20 *C und insbesondere 
bei einer Konzentration von 1 M NaCl und einer Temperatur von mindestens 25 *C. 

9. Expressionsvektor. umfassend eine DNA-Struktur gemafl einem der vorhergehenden AnsprQche zur 
Expression dieser DNA-Struktur in Escherichia coli. 

10. Proteinstruktur der folgenden Aminosauresequenz: 

GlnGlrysinArgHiszaaMaFheSe^ 
GlyitogValZ^rgAirgAspSerAlaas^^ 



I^ioE^ieSerGlyAspGluAspSerAspSerSerAspGlyTyrP^ 
11. Proteinstruktur der folgenden AminosSuresequenz: 
Alalto^SlxiArgCysSerGlySerPn^SerVa^ 



AspFhel£XiLeuGlyArgGlyGl\2AspAspAspAspGlyGluAsp?^ 
12. Proteinstruktur der folgenden Aminosauresequenz: 
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TPitThrProflhrProValAsi^ 

MaGiyilitrGlrimrProVal^ 

GlyAspJfetAsnPraZaaAsrfE^ 

13. Proteinstruktur der folgenden Aminosauresequenz: 

AlalysArglauPraArgProZ^spfD^^ 
i^ProProOlurProGlyAsp 

14. Proteinstojkturen der folgenden Aminosauresequenzen: 

LeuArgArgGlyThrProGlyGlnSerGlnLysGlnHisArgHisGlyGlySerGly 
GlyHisAsnLysArgArg*" "GlyLysProArg ArgArgArgArgArgProArgThrLys 
Thr*" " ValSerGln AlaGlyArgAlaArgProGlyThr LysAlaSer LysLysSerArg 
Gin - ^*-" ArgArgTrpLysTrpArgAlaArgArgValProI leSerSerSerAsnAsnVal 
Thr / 

und 
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ArgiyrAspValValHisIfiuValSerArgA^^ 

AspOa^rOlxtAsnAlaGlyl^^ 

IfiuGliiHiePraArgGlnAlaGluHisGlyA^ 
AsnSerAspGlyGlySerGlyGlyHisGlyGlyFheGl^ 

ValThrThrTrpTyrThrTrpSerValAlaGluAlaAlaProSerArgGlyGlnArgArg 
ThrGlnGlnThrProValArgGluThrAlaAlaAlaSerSerSerSerSerAspGluAsp 
LeuSerPheProGlyArgProSerThrAlaGlyHisGluSerVal^^**LysValThrSer 
I leAlaThrValGl uValAlaGlyThPAlaGlySerAsnGlnGlnGlnGlnGlnArgTyr 

wobei einem stop codon entspricht. 

1 5. Proteinstiuktur der folgenden Aminosauresequenz: 

HisAspGluGlyAlaMaGliiGlyAspAspAspValT^^ 
AspGluGliiLfiuValThrThrGluitoJl^^ 
AlaGlyMaSerlhrSerMaGlyAcgLysArgLysSerAla^ 
IhrSerGlyValMetiHirArgGlyArgri^^ 

AspOiirAspGlviAspSerAspAsnGlu 

1 6. Proteinstruktur der folgenden Aminosauresequenz: 
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DsuArg^^aGlyLeuLeuProArgA^^ 



rtoGlnSerito3GlyIjeEiiE>ro 



Gl\jAspZ^Iai:iSerSe2:13irErxfi3^ 



PheGlxaGliaMaSerGlyAspGluAspSeiAspGS^^ 



IleljeifllirX^lyGlriArgArgAi^ 



SerTtpHisValPhezaaSerlfiuA^^ 

17. Verwendung einer Proteinstruktur gemafi eineinh der vorhergehenden Anspruche zum Nachweis von 
menschlichen Antikorpern gegen CMV-Proteine oder CMV. 

18. Verwendung einer Proteinstruktur gemafl einem der vorhergehenden AnsprQche als Bestandteil 
eines Impfstoffs gegen CMV. 

19. Verwendung einer Proteinstruktur, die durch die DNA-Struktur gemai3 Anspruch 8 kodiert wird. zum 
Nachweis von menschlichen Antikorpern gegen CMV-Proteine Oder CMV. 

20. Verwendung einer Proteinstruktur, die durch die DNA-Struktur gemai3 Anspruch 8 kodiert wird als 
Bestandteil eines Impfstoffes gegen CMV. 
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